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związków chemicznych [4]. Banki komórkowe zde-
ponowane w bazach m.in. Amerykańskiej Kolek-
cji Hodowli Komórkowych, ATCC (American Type 
Culture Collection) czy Europejskiej Kolekcji Zwie-
rzęcych Kultur Komórkowych, ECACC (Europe-
an Collection of Animal Cell Cultures) stanowią 
komercyjne źródło wielu rodzajów linii komórko-
wych, hodowli pierwotnych i szczepów bakteryj-
nych dostępnych dla placówek naukowych na ca-
łym świecie [5].
Wykorzystanie hodowli komórkowych jest waż-
nym etapem procesu odkrywania leków, zapewnia-
jącym łatwe, szybkie i opłacalne narzędzie, pozwa-
lające uniknąć kosztownych badań na zwierzętach 
na dużą skalę. Wyniki tych badań opierają się na 
analizie komórkowej odpowiedzi na leki [6]. Oce-
niana jest żywotność komórek (m.in. za pomocą te-
stów MTT i LDH, w których określa się odpowiednio 
Prawo regulujące proces rejestracji leków zakła-da, że każda substancja o charakterze poten-
cjalnego środka leczniczego musi być poddana ba-
daniom bezpieczeństwa jeszcze przed rozpoczęciem 
fazy badań klinicznych. Sama ocena bezpieczeństwa 
obejmuje zarówno badanie aktywności mutagen-
nej i genotoksycznej, które wykluczają ewentualny 
wpływ substancji na materiał genetyczny, jak rów-
nież określenie toksyczności narządowej [1]. Dy-
rektywa 2010/63/UE z 22 września 2010 r. w spra-
wie ochrony zwierząt wykorzystywanych do celów 
naukowych (Dz.U. UE L 276/33 z 20.10.2010) bar-
dzo wyraźnie podkreśla rolę metod in vitro i wy-
korzystania ich do oceny bezpieczeństwa kandy-
datów na leki.
Metody alternatywne to metody wykorzystujące 
modele in vitro, zgodne z zasadą 3R (replacement 
– zastąpienie, reduction – redukcja, refinement – 
udoskonalenie) [2]. Zasada ta została sformułowana 
w 1959 r. przez dwóch uczonych – Williama Russela 
i Rexa Burcha. Oznacza ona zastępowanie doświad-
czeń na zwierzętach innymi modelami badawczymi, 
wykorzystującymi m.in. linie komórkowe, bada-
nia in silico, ograniczanie liczby zwierząt wyko-
rzystywanych w eksperymentach naukowych do 
statystycznie koniecznej oraz doskonalenie metod 
badawczych w celu złagodzenia bólu, cierpienia 
i stresu zwierząt doświadczalnych [3] (rycina 1).
Cytotoksyczność narządowa  
– testy oparte na komórkach
Hodowle komórkowe in vitro to powszechnie 
wykorzystywany model do określania cytotoksycz-
ności potencjalnych leków, pestycydów czy innych 
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aktywność dehydrogenaz mitochondrialnych i de-
hydrogenazy mleczanowej) oraz identyfikowane są 
mechanizmy oddziaływania potencjalnych leków 
na komórki.
Większość metod opartych o hodowle in vitro 
wykorzystuje tradycyjne, dwuwymiarowe (2D), 
jednowarstwowe hodowle komórek na płaskich 
(plastikowych lub specjalnie modyfikowanych) po-
wierzchniach. Komórki w środowisku in vivo są 
otoczone przez inne komórki i macierz pozako-
mórkową, co w konsekwencji sprawia, że hodow-
la komórek 2D nie uwzględnia w wystarczającym 
stopniu naturalnego mikrośrodowiska. W rezul-
tacie testy wykonane w hodowli komórkowej 2D 
dostarczają niepełnych danych w porównaniu do 
wyników pochodzących z badań in vivo, dlatego 
coraz większą uwagę poświęca się hodowlom trój-
wymiarowym [7–9].
Zastosowanie zarówno trójwymiarowych ho-
dowli komórkowych, jak i modeli komórek macie-
rzystych i hodowli pierwotnych umożliwia zgroma-
dzenie danych pozwalających na precyzyjną ocenę 
skuteczności i toksyczności leku, na etapie badań 
przedklinicznych (tabela 1).
Hepatotoksyczność
Ocena hepatotoksyczności stanowi decy-
dujący krok w rozwoju nowych leków. Wą-
troba jest organem najbardziej narażonym na 
Rycina 1. Kierunki badań kandydatów na leki na etapie badań przedklinicznych
Tabela 1. Porównanie modeli dwu- i trójwymiarowych [8]
Cecha Hodowla 2D Hodowla 3D
Morfologia komórki rosną w monowarstwie komórki zachowują swój naturalny kształt
Dostępność pożywki hodowlanej 
i badanych związków
komórki w monowarstwie są jednakowo eksponowane na składniki 
odżywcze/czynniki wzrostu/leki, które są rozmieszczone w pożywce 
hodowlanej
składniki odżywcze i czynniki wzrostu lub leki mogą w pełni nie 
przeniknąć przez sferoidy do miejsca docelowego
Cykl komórkowy łatwiejsza synchronizacja hodowli, więcej komórek znajduje się 
na tym samym etapie cyklu komórkowego, ponieważ są w równym 
stopniu eksponowane na czynniki badane
trudna synchronizacja hodowli, komórki w większości znajdują się 
na różnych fazach cyklu
Ekspresja genów/białek komórki wykazują różny poziom ekspresji genów i białek 
w porównaniu do modeli in vivo
komórki wykazują profil ekspresji genów/białek zbliżony do tych 
w tkankach in vivo
Wrażliwość na leki komórki są bardzo wrażliwe na działanie leku komórki są często bardziej odporne na efekty leku w porównaniu 
z systemami hodowli 2D, dzięki temu są lepszymi wskaźnikami 
odpowiedzi na leki
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toksyczne działanie leków ze względu na jej pod-
stawową rolę w biotransformacji i eliminacji więk-
szości ksenobiotyków. Hepatotoksyczność może 
być spowodowana bezpośrednio działaniem leku 
lub jego metabolitami powstającymi w wyniku 
biotransformacji.
W badaniach mechanizmu hepatotoksyczności 
wywoływanej przez leki wykorzystywane są bio-
markery stresu komórkowego (np. poziom gluta-
tionu, wytwarzanie reaktywnych form tlenu, akty-
wacja kaskady kaspaz) – powszechnie stosowane do 
oceny toksyczności komórek w warunkach in vitro 
pochodzących z różnych tkanek. Dodatkowo brane 
są pod uwagę parametry, które reprezentują spe-
cyficzne funkcje wątroby (m.in. ureogeneza, syn-
teza białek, glukoneogeneza, metabolizm glikoge-
nu, synteza VLDL) [10–13].
Najważniejszymi modelami do badań hepato-
toksyczności i aktywności metabolicznej in vitro 
są: skrawki wątroby, wyizolowane komórki wątro-
by (hodowle pierwotne), w tym metody wspólnego 
hodowania komórek pochodzących z różnych orga-
nów (kohodowle), hodowle 3D, frakcje subkomór-
kowe (mikrosomy) i wątrobowe ustabilizowane li-
nie komórkowe [14].
Linie komórkowe wątroby
Linie komórkowe pochodzące z wątroby uży-
wane w badaniu hepatotoksyczności to: Fa2N-4, 
HepG2, Hep3B, PLC/PRF/5 oraz HepaRG.
Wywodzą się one najczęściej z tkanki nowotwo-
rowej. Są atrakcyjnym narzędziem do badań in vi-
tro ze względu na wysoką zdolność do proliferacji 
oraz stabilny metabolizm.
Wykorzystywane są także komórki macierzyste:
 - dojrzałe komórki macierzyste pochodzące z wą-
troby lub z komórek niewątrobowych, np. me-
zenchymalne komórki macierzyste (MSC);
 - pluripotencjalne komórki macierzyste, repre-
zentowane głównie przez ludzkie embrionalne 
komórki macierzyste (hESC) i indukowane przez 
człowieka pluripotencjalne komórki macierzy-
ste (hiPSC), ze względu na ich zdolność do pro-
liferacji i różnicowania w komórki hepatocyto-
podobne [14, 15].
Hodowle pierwotne
Są złotym standardem wśród modeli komórko-
wych. Ze względu na pochodzenie z wątroby od-
zwierciedlają one funkcjonalność ludzkiego narzą-
du in vivo. Preparaty są otrzymywane od różnych 
dawców, przy użyciu indywidualnych izolatów ko-
mórek, co daje możliwość analizowania szerokie-
go zakresu polimorfizmów genetycznych. Jedną 
z wad stosowania pierwotnych hepatocytów do ba-
dań toksykologicznych jest utrata fenotypu po nie-
długim czasie w hodowli. Funkcje specyficzne dla 
wątroby, takie jak wytwarzanie albumin i ekspre-
sja enzymów cytochromu P450, zostają utraco-
ne już w ciągu pierwszych 24–48 godzin hodow-
li [15, 16].
Skrawki wątroby  
(liver slices)
W tym modelu zachowana jest struktura i orga-
nizacja różnych typów komórek wątrobowych, co 
umożliwia ocenę potencjalnej hepatotoksyczności 
nie tylko poprzez określanie żywotności lub funk-
cjonalności biochemicznej hepatocytów, ale także 
przez analizę morfologiczną tkanki.
Powszechne stosowanie ludzkich skrawków wą-
troby do badań toksyczności jest limitowane przez 
potrzebę dostarczania świeżej tkanki wątrobowej, 
ograniczone przeżycie skrawków i brak dobrze 
przygotowanych protokołów prowadzenia hodow-
li, co może negatywnie wpływać na powtarzalność 
oraz odtwarzalność eksperymentów [16].
Mikrosomy
Mikrosomy wątrobowe są modelem do ba-
dań biotransformacji leków (profil metabolicz-
ny i przewidywanie klirensu wątrobowego) i ba-
dań interakcji lekowych (fenotypowanie i badania 
potencjału inhibicyjnego). Pozwalają również wy-
kryć potencjalnie reaktywne, toksyczne, metabo-
lity leku.
Frakcja mikrosomalna zawiera enzymy I fazy 
biotransformacji, mianowicie monooksygenazy cy-
tochromu P450, monooksygenazy zawierające fla-
winę (FMO), esterazy, amidazy i hydrolazy epok-
sydowe, a także niektóre enzymy II fazy, takie jak 
np. UGT – difosfoglukuronozylotransferazę ury-
dyny [17].
Modele 3D
Oparte są na odtwarzaniu mikrośrodowiska 
panującego in vivo, uwzględniającego architek-
turę komórek 3D, zróżnicowanie komórek, in-
terakcje komórka-komórka i komórka-matryca 
oraz dynamiczny przepływ składników odżyw-
czych. Wyróżniamy modele oparte na rusztowa-
niach, wielokomórkowe sferoidy oraz urządzenia 
mikrofluidalne.
 - Modele oparte na rusztowaniach
  Struktura rusztowania powinna tworzyć poro-
watą sieć, aby umożliwić perfuzję gazów, skład-
ników odżywczych i czynników wzrostu oraz 
mieć odpowiednie właściwości mechaniczne. 
Struktury te mogą być wytwarzane z szerokiej 
gamy materiałów, naturalnych biomateriałów 
albo syntetycznych polimerów. Jednym z naj-
powszechniej stosowanych naturalnych bio-
materiałów w inżynierii tkankowej wątroby jest 
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alginian (materiał biokompatybilny, o niskiej 
toksyczności) [16].
 - Model liver on chips – wykorzystanie technologii 
mikroprzepływu (patrz: nefrotoksyczność – mo-
del kidney-on-a-chip).
Nefrotoksyczność
Nerki to jeden z głównych organów wydalania, 
w naturalny sposób narażony na efekty toksyczne 
wywoływane przez leki. Mechanizm działania tok-
sycznego leków na komórki nerki może polegać na:
 - uszkodzeniu błony komórkowej,
 - wywoływaniu stresu oksydacyjnego poprzez ge-
nerowanie wolnych rodników tlenowych,
 - aktywacji procesów zapalnych,
 - zakłóceniu czynności naczyniowej nerek [18].
Nefrotoksyczność wywołana lekami może pro-
wadzić do ostrego uszkodzenia nerek (acute kid-
ney injury, AKI) lub przewlekłej choroby ne-
rek [19].
Tradycyjną metodą przedklinicznych badań ne-
frotoksyczności jest podawanie badanej substancji 
ssakom (badanie in vivo). Ostre, podostre i prze-
wlekłe objawy toksyczności są klasycznie ocenia-
ne u dwóch gatunków zwierząt (jednego gryzonia 
i drugiego niebędącego gryzoniem). Modele te są 
kosztowne i czasochłonne, dlatego nie jest prak-
tyczne stosowanie ich do przesiewowego badania 
nefrotoksyczności dużej liczby próbek [18].
Leki mogą wywierać toksyczne działanie na 
różne cele w nerkach. Kanalik bliższy (proksy-
malny) jest szczególnie interesujący dla badań do-
tyczących nefrotoksyczności, ponieważ aktywny 
klirens, resorpcja, stężenie wewnątrzkomórkowe 
i kumulacja leków występują głównie w tym ob-
szarze w nerce. Ciągła ekspozycja bliższego kanali-
ka na wysokie stężenie leków i ich toksyczne meta-
bolity, w połączeniu z wysokim zapotrzebowaniem 
na energię komórek nabłonkowych w tym regio-
nie, czyni go szczególnie podatnym na szkodliwe 
bodźce. W związku z tym komórki kanalika prok-
symalnego stanowią jeden z podstawowych modeli 
in vitro do badań nefrotoksyczności [20].
W celu uzyskania wystarczającej korelacji z ne-
frotoksycznością in vivo komórki w hodowli po-
winny spełniać następujące warunki:
 - zachować polarność;
 - formować nabłonek z charakterystycznymi połą-
czeniami międzykomórkowymi (tight junction);
 - zachować cechy charakterystyczne dla nefronu, 
takie jak produkcja glutationu, transport prze-
znabłonkowy oraz obecność typowych enzy-
mów [21] (tabela 2).
Jednoczesne spełnienie tych warunków w ho-
dowli jest jednak bardzo trudne i wymaga stałego 
procesu monitorowania hodowli.
W badaniach nefrotoksyczności dużą trudność 
stanowi fakt, że testy prowadzone w oparciu o mo-
dele komórkowe pozwalają raczej na wykrywa-
nie nieswoistej cytotoksyczności niż nefrotoksycz-
ności, która jest efektem specyficznego stresu dla 
nerki. Obecnie większą uwagę poświęca się de-
tekcji charakterystycznych biomarkerów, świad-
czących o uszkodzeniu bądź niewydolności nerek 
(np. białko NGAL (Neutrophil-Gelatinase Associa-
ted Lipocalin), KIM-1 (Kidney Injury Molecule-1) 
markery te są niewykrywalne w zdrowej nerce ani 
w moczu) [22, 23].
Model 3D  
– kidney-on-a-chip
Większość tych modeli opiera się na materia-
łach matrycowych, takich jak naturalne lub syn-
tetyczne polimery, które zasiedla się komórkami 
(np. komórki kanalika bliższego wyizolowane z my-
sich nerek).
Model kidney-on-a-chip stanowi wielowar-
stwowe urządzenie mikrofluidalne, zawierają-
ce kanał mikroprzepływowy i porowate podłoże 
membranowe, pokryte ludzkimi komórkami na-
błonkowymi nerki eksponowanymi na przepływ 
płynu. Ekspozycja pojedynczej warstwy nabłonka 
na dynamikę przepływającego nad hodowlą pły-
nu powoduje polepszoną polaryzację komórek na-
błonka [24].
Model kidney-on-a-chip pozwala dokładniej 
naśladować środowisko nerek w warunkach in 
vivo, w szczególności właściwości przepływu pły-
nu w nerce. Dzięki temu możliwe jest precyzyj-
ne odwzorowanie sytuacji panującej in vivo, a tym 
samym dokładniejsza ocena bezpieczeństwa poten-
cjalnego leku względem organu [25].
Neurotoksyczność
Jest definiowana jako tymczasowe bądź trwa-
łe uszkodzenie mózgu, rdzenia kręgowego lub 
struktur obwodowego układu nerwowego, cze-
go objawem może być m.in. upośledzenie funkcji 
Tabela 2. Linie komórkowe wykorzystywane w badaniach 
nefrotoksyczności [21]
Linia komórkowa Tkanka,  z której linia została wyprowadzona Pochodzenie
HK-2 nabłonek kanalika proksymalnego człowiek
hRPTEC nabłonek kanalika proksymalnego człowiek
hRPTEC/TERT1 nabłonek kanalika proksymalnego człowiek
NRK-52E nabłonek kanalika proksymalnego szczur
OK nabłonek kanalika proksymalnego opos
MDCK nabłonek kanalika dystalnego pies
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poznawczych, zespoły móżdżkowe, zaburzenia 
nerwowo-mięśniowe, neuronopatie. Wybór odpo-
wiedniego systemu neuronalnego in vitro zależy od 
konkretnych punktów końcowych, warunkowa-
nych przez naturę zjawisk neurotoksykologicznych 
(degeneracja elementów cytoplazmy neuronu, de-
generacja aksonów lub dendrytów, demielinizacja, 
wpływ na przewodnictwo) [26].
Testy do badań neurotoksyczności (analizują-
ce m.in. zdolność do proliferacji, migracji, for-
mowania synaps, przepływu jonów bądź mielini-
zacji) oparte są na hodowlach komórek ssaczych, 
o różnym stopniu złożoności oraz o modele wyko-
rzystujące zwierzęta inne niż ssaki (danio pręgo-
wany, jeżowiec morski, nicień Caenorhabditis ele-
gans) [27].
Biorąc pod uwagę złożoność układu nerwowe-
go i wiele aspektów możliwych skutków neurotok-
sycznych, bardzo mało prawdopodobne jest, aby 
pojedynczy test obejmował badanie pełnego spek-
trum zmian toksycznych w obrębie OUN. Propo-
nuje się rozwiązania wykorzystujące zbiór testów, 
który obejmuje testy in vitro z wykorzystaniem ko-




 - PC12 (szczurze nadnerczowe komórki guza 
chromochłonnego); w obecności czynników 
wzrostu nerwów (NGF) różnicują się do komó-
rek podobnych do neuronów współczulnych, 
wykazują takie cechy, jak: pobudliwość elek-
tryczna, wydzielanie neuroprzekaźników (do-
pamina, noradrenalina), ekspresja receptorów 
cholinergicznych, jonotropowych (NMDA) i eks-
presja esterazy acetylocholinowej.
 - B50, IMR-32, SH-SY5Y, SK-N-SH, wywodzą-
ce się z nerwiaka zarodkowego (neuroblasto-
ma) [28, 29].
Neuronalne pierwotne hodowle 
Mogą pochodzić z wielu różnych regionów, m.in. 
zwojów grzbietowych, hipokampa, kory mózgowej, 
móżdżku, śródmózgowia. W badaniach wykorzy-
stuje się m.in.:
 - komórki ziarniste móżdżku
Hodowla może być neuronalno-glejowa, kiedy 
składa się z około 85% neuronów, 15% astrocytów 
i 5% mikrogleju lub prawie wyłącznie neuronalna, 
którą uzyskuje się przez dodanie czynników bloku-
jących proliferację glejową. Hodowle komórek ziar-
nistych móżdżku składają się głównie z neuronów 
ziarnistych, głównie glutaminergicznych i cechują 
się wysoką ekspresję receptorów NMDA.
 - hodowle neuronów korowych
Składają się z neuronów, astrocytów, oligoden-
drocytów i komórek mikrogleju. Hodowlę uznaje 
się za dojrzałą po około 3–4 tygodniach w kulturze 
i można ją utrzymywać przez wyjątkowo długi czas 
(kilka miesięcy) [30].
Nerwowe komórki macierzyste 
oraz komórki progenitorowe
Nerwowe komórki macierzyste (NSC) lub ko-
mórki progenitorowe mają zdolność samoodnowy 
i mogą generować wszystkie trzy główne typy ko-
mórek OUN: neurony, astrocyty i oligodendrocyty. 
Mogą pochodzić z różnych gatunków, w tym gryzoni 
i ludzi. Trzy główne źródła komórek macierzystych 
to: pluripotencjalne embrionalne komórki macie-
rzyste wyizolowane z blastocysty, ludzkie komór-
ki macierzyste krwi pępowinowej i multipotencjal-
ne somatyczne komórki progenitorowe pochodzące 
ze szpiku kostnego lub innych tkanek, w tym OUN.
Model ten może służyć do badania neurotok-
syczności w całym zakresie procesów neurorozwo-
jowych, takich jak: proliferacja, migracja, różnico-
wanie, synaptogeneza i apoptoza [30, 31].
Model bariery krew-mózg
Ważnym aspektem działania oraz toksyczno-
ści leków jest zdolność do przenikania przez ba-
rierę krew mózg (brain-blood barrier, BBB), która 
odgrywa kluczową rolę w utrzymaniu homeosta-
zy OUN. Bariera z jednej strony ogranicza transport 
z krwi do mózgu potencjalnie szkodliwych substan-
cji, z drugiej zaś pełni funkcję nośnika – odpowie-
dzialna jest za transport substancji odżywczych do 
mózgu i usuwanie metabolitów.
Modele in vitro BBB opierają się głównie na ho-
dowli komórek śródbłonka. Wykorzystuje się rów-
nież kohodowle, w których komórki śródbłonka 
hodowane są wspólnie z astrocytami i/lub pericy-
tami, które odpowiadają typom komórek natural-
nie tworzących BBB [32].
Kardiotoksyczność
Kardiotoksyczność jest ciężkim działaniem nie-
pożądanym leków, obejmującym zarówno bezpo-
średnie uszkodzenie serca, jak i pośrednie skutki 
wynikające ze zmiany środowiska hemodynamicz-
nego lub zdarzeń zakrzepowych. Toksyczność leku 
względem układu sercowo-naczyniowego może być 
związana między innymi z:
 - bezpośrednim uszkodzeniem mitochondriów,
 - przerwaniem szlaków sygnałowych kinaz,
 - zahamowaniem sercowych kanałów jonowych.
Modele in vitro do badań kardiotoksyczności 
obejmują m.in. hodowle pierwotne kardiomiocy-
tów, immortalizowane linie komórek sercowych 
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oraz układy, w których wykorzystuje się komór-
ki niewywodzące się z kardiomiocytów, np. ludz-
kie komórki embrionalne nerki (Human Embry-
onic Kidney, HEK) i komórki jajnika chomika 
chińskiego (Chinese Hamster Ovary, CHO), ze 
stabilną ekspresją kanału hERG (kanał hERG ma 
kluczowe znaczenie dla repolaryzacji potencjału 
czynnościowego serca, a hamowanie jego funkcji 
powoduje wydłużenie potencjału czynnościowe-
go komorowego i wydłużenie odstępu QT – efek-
tem tego może być arytmia, co w przypadku le-
ków niekardiologicznych stanowi istotne działanie 
niepożądane).
Z powodzeniem stosowane są także komórki ma-
cierzyste i hiPSC, które mają zdolność przekształ-
cenia się funkcjonalne kardiomiocyty pochodzenia 
ludzkiego oraz modele 3D (sferoidy, modele heart-
-on-a-chip) [33, 34].
Mutagenność i genotoksyczność
Do oceny aktywności mutagennej i genotoksycz-
nej substancji chemicznych stosowane są różnego 
rodzaju modele komórkowe, wykorzystujące za-
równo komórki bakterii, jak i hodowle komórek 
ssaczych [35].
Złoty standard w badaniu potencjału 
mutagennego – test Amesa
Prosta budowa komórek bakterii, ich częste 
podziały komórkowe, umożliwiające szybkie na-
mnażanie, a także stosunkowa łatwość hodow-
li i podatność na modyfikacje genetyczne to cechy 
przemawiające na korzyść użycia modeli prokario-
tycznych w badaniach screeningowych właściwo-
ści mutagennych i genotoksycznych substancji che-
micznych [36].
Test Amesa wykorzystuje zmodyfikowane szcze-
py bakteryjne Salmonella typhimurium, posiadają-
ce mutacje w operonie histydyny. Mutanty his– nie 
mają zdolności do syntezy aminokwasu histydyny, 
dlatego nie są zdolne do wzrostu na pożywce mi-
nimalnej, pozbawionej L-histydyny [37]. Zdolność 
do wzrostu na pożywce bez histydyny może zmu-
towanym komórkom bakteryjnym przywrócić mu-
tacja powrotna (rewersja) do form prototroficz-
nych o fenotypie his+. W teście Ames’a określa się 
zdolność do wywoływania przez badaną substan-
cję (kandydata na lek) mutacji powrotnych, czy-
li rewersji.
Szczepy testowe wykorzystywane w teście 
 Ames’a posiadają również dodatkowe mutacje:
 - Rfa, która zwiększa przepuszczalność błony ko-
mórkowej w wyniku zmiany jej składników lipo-
polisacharydowych;
 - delecja uvrB, która zmniejsza zdolność na-
prawy materiału genetycznego, polegającej na 
wycinaniu uszkodzonych fragmentów i zastę-
powaniu ich prawidłowymi
lub są transfekowane plazmidem pKM101, który 
warunkuje oporność bakterii na ampicylinę oraz za-
wiera gen mucAB, powodujący aktywację systemu 
błędnej naprawy DNA. Plazmid pKM101 zwiększa 
czułość szczepów testowych na wykrywanie mu-
tacji indukowanych przez nitrowe i aminowe po-
chodne wielopierścieniowych węglowodorów aro-
matycznych.
Autorzy testu zalecali stosowanie pięciu szcze-
pów bakterii: TA 1535, TA 1537, TA 1538, TA 
98 oraz szczep TA 100. W aktualnie prowadzonych 
badaniach standardowo zaleca się stosowanie zesta-
wu czterech szczepów, tj.: TA 97 (szczep wrażliwy 
na czynniki utleniające), szczep TA 98, TA 100 oraz 
TA 102, które są wrażliwe na większą liczbę muta-
genów niż szczep TA 1537.
W teście Amesa można badać potencjał muta-
genny metabolitów, powstających w toku biotrans-
formacji badanego związku. Bakterie, które wyko-
rzystywane są w teście Amesa nie zawierają całego 
zestawu monooksygenaz, które występują u orga-
nizmów wyższych. Dlatego niemożliwe jest wy-
krycie właściwości mutagennych substancji, któ-
re wymagają aktywacji metabolicznej. Aktywację 
tych związków przeprowadza się poprzez inkuba-
cję z tzw. frakcją S9, będącą homogenatem pocho-
dzącym z wątroby szczura. Frakcja S9 zawiera więk-
szość monooksygenaz i innych enzymów, które są 
niezbędne do aktywacji metabolicznej potencjal-
nych mutagenów.
Test mikrojądrowy in vitro –  
biomarker skutków narażenia organizmu 
na czynniki genotoksyczne
Test mikrojądrowy polega na wizualizacji mikro-
jąder – struktur powstających na skutek nieprawi-
dłowości, jakie zachodzą podczas podziału komórki. 
Tworzenie mikrojąder związane jest z chromosomo-
wymi aberracjami: utratą chromosomu lub ubyt-
kiem fragmentu chromosomu. Utracone podczas 
podziału komórki chromosomy lub ich fragmenty 
tworzą w cytoplazmie charakterystyczne struktu-
ry o zaokrąglonym kształcie.
Istnieje wiele protokołów opisujących procedu-
rę wykonania testu mikrojądrowego, jednak jedną 
z uznanych metod jest ta wskazana przez wytycz-
ną OECD 487. W warunkach in vitro test mikroją-
drowy wykonywany jest na linii CHO-K1 (komórki 
jajnika chomika chińskiego) w obecności cytochala-
zyny B, czynnika który zatrzymuje podział komórki 
na etapie cytokinezy. Wizualizacja mikrojąder opar-
ta jest o barwienie przyżyciowe komórek za pomo-
cą barwników fluorescencyjnych, np. oranż akry-
dyny lub Hoechst 33258, lub niefluorescencyjnych 
(barwnik Giemsy) [38, 39].
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Podsumowanie
Modele in vitro stanowią cenne narzędzie 
w procesie odkrywania i rozwoju leków. Pozwa-
lają zmniejszyć koszty badań i ryzyko wejścia do 
fazy klinicznej związków toksycznych. Niewykry-
ta wcześnie toksyczność może spowodować nie tyl-
ko wycofanie leku z procesu wchodzenia na rynek, 
ale przede wszystkim kosztować życie wielu ludzi. 
Modele in vitro pozwalają przewidywać potencjał 
genotoksyczny, hepatotoksyczny, nefrotoksycz-
ny, neurotoksyczny czy kardiotoksyczny badanych 
substancji i eliminować niebezpiecznych kandyda-
tów na leki bez narażania ludzi i zwierząt.
Otrzymano: 2018.01.04 · Zaakceptowano: 2018.01.15
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